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CAPITOLO 1 
INTRODUZIONE 
1. I cianobatteri 
I cianobatteri sono organismi unicellulari procarioti che producono energia 
attraverso la fotosintesi. Il loro nome deriva dal colore di questi batteri (dal greco 
“cianos” cioè “blu”) che infatti vengono spesso impropriamente chiamati “alghe 
blu-verdi”, nonostante condividano con le alghe solo alcune caratteristiche. Le 
fioriture algali di cianobatteri sono costituite da crescite eccessive di cianobatteri 
nelle acque. La presenza di nocive fioriture algali di cianobatteri (cyanobacterial 
harmful algal blooms, CHABs) in acque superficiali destinate ad uso potabile e 
ricreativo rappresenta un problema emergente in tutto il mondo. Nelle ultime 
decadi infatti si sta assistendo ad un progressivo aumento dell’incidenza di 
CHABs. Gli innumerevoli studi effettuati e i reports pubblicati riguardo a questa 
problematica sembrano essere correlati non solo ad una maggiore 
consapevolezza del problema, ma anche e soprattutto all’aumento della 
frequenza e della gravità di tali fioriture algali e all’estensione della loro 
distribuzione geografica in aree precedentemente non affette [1]. 
I cianobatteri, pur essendo organismi procarioti, hanno delle caratteristiche che li 
accomunano a vere e proprie alghe come la grandezza, la presenza al loro interno 
di pigmenti colorati e la capacità di svolgere il processo di fotosintesi. Si tratta di 
organismi ubiquitari che nel corso del tempo si sono adattati per sopravvivere in 
tutta una varietà di ambienti. Tuttavia prediligono gli ambienti acquatici e si 
ritrovano sia nelle acque marine sia nei bacini d’acqua dolce. 
La loro proliferazione viene favorita da temperature al di sopra dei 20°C, dalla 
luce solare, da basse turbolenze delle acque e da alte concentrazioni di nutrienti 
(principalmente azoto e fosforo). Tali nutrienti, oltre a derivare da fonti naturali, 
possono anche provenire da fonti correlate ad attività umane come ad esempio 
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l’uso di fertilizzanti, gli scarichi civili e industriali e i deflussi dall’agricoltura 
[1]. Un altro aspetto che ottimizzerebbe la crescita di tali organismi è la capacità 
di alcune specie di cianobatteri di regolare la loro posizione in colonne d’acqua 
attraverso il controllo della loro galleggiabilità che è reso possibile dalla 
formazione, compressione ed espansione di vescicole di gas intracellulari 
specializzate [2]. 
Non tutte le specie di cianobatteri risultano essere tossiche e a tal proposito sono 
stati effettuati studi per valutare i fattori che innescano la produzione di tossine e 
la dominanza di specie tossiche rispetto a specie non tossiche. Tra questi fattori 
maggior rilievo acquistano il riscaldamento globale e il continuo processo di 
“eutrofizzazione” dei laghi (cioè un arricchimento degli ambienti acquatici in 
sostanze nutritive). In particolare sono stati effettuati studi di laboratorio nei 
quali veniva messa a confronto la crescita di due specie tossiche e due specie non 
tossiche di microcistine in relazione alle concentrazioni di azoto e fosforo. Tali 
studi hanno evidenziato che a basse concentrazioni di nutrienti si aveva una 
preponderanza di specie non tossiche, viceversa ad elevate concentrazioni le 
specie tossiche superavano di gran lunga le non tossiche [3]. 
1.1. Distribuzione nel mondo e in Italia 
La presenza di fioriture di cianobatteri è stata documentata in tutto il mondo 
come riportato di seguito (Tabella 1) [4] 
 
CONTINENTE PAESE 
Europa 
Belgio, Danimarca, Estonia, Finlandia, Francia, Germania, Gran 
Bretagna, Grecia, Ungheria, Irlanda, Italia, Latvia, Norvegia, Olanda, 
Polonia, Portogallo, Repubblica Ceca, Russia, Slovacchia, Slovenia, 
Spagna, Svezia, Svizzera, Turchia, Ucraina 
America 
Argentina, Bermuda, Brasile, Canada, Cile, Messico, USA (27 Stati), 
Venezuela 
Asia 
Arabia Saudita, Bangladesh, Corea del Sud, Filippine, India, Israele, 
Giappone, Giordania, 
Malesia, Nepal, Cina, Sri Lanka, Tailandia, Vietnam 
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Australia Australia, Nuova Caledonia, Nuova Zelanda 
Africa Botswana, Egitto, Etiopia, Kenia, Marocco, Sud Africa, Zimbabwe 
 
Tabella 1: Paesi che hanno segnalato la presenza di cianobatteri. 
 
In Figura 1 viene riportata la distribuzione dei cianobatteri nelle varie regioni 
italiane, secondo le segnalazioni riportate in letteratura [4]. 
 
 
Figura 1: Distribuzione dei cianobatteri nelle diverse regioni italiane. 
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2. Le cianotossine  
Molte specie di cianobatteri producono, come metaboliti secondari, alcune 
cianotossine che possono rappresentare un rischio per la salute dell’uomo. Tali 
tossine si possono classificare in quattro diverse categorie sulla base degli effetti 
osservati nei sistemi fisiologici, a carico degli organi e dei tessuti primariamente 
colpiti. Includono: 
 Epatotossine (microcistine e nodularine); 
 Citotossine (cilindrospermopsine); 
 Neurotossine (anatossine, saxitossine, β-N-metilammina-L-alanina); 
 Dermatotossine (lingbiatossine e aplisiatossine). 
I cianobatteri tossici sono in grado di produrre diversi tipi di tossine e le stesse 
tossine possono essere prodotte da diversi generi di cianobatteri. Ad esempio le 
microcistine possono essere prodotte da Microcystis, Anabaena, Nostoc, 
Oscillatoria e Hapalosiphon [1]. 
2.1.  Epatotossine 
2.1.1. Microcistine 
Le microcistine sono eptapeptidi monociclici con struttura generale D-Ala-R1-D-
β-MeAsp-R2-Adda-D-Glu-Mdha, dove R1 ed R2 rappresentano un L aminoacido 
variabile, D-β-MeAsp è l’acido D-eritro-β-metilaspartico, Mdha è l’N-
metildeidroalanina e Adda è l’acido (2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-metossi-2,6,8-
trimetil-10-fenildeca-4,6-dienoico. In letteratura sono state descritte più di 80 
varianti di microcistine che si differenziano per lo più per la posizione 
dell’aminoacido R1 ed R2 [5].  I più comuni sostituenti R1 sono arginina (R), 
alanina (A) e metionina (M), mentre i sostituenti R2 sono leucina (L), arginina 
(R) e tirosina (Z). Le diverse microcistine si identificano proprio attraverso un 
suffisso, che indica i due L-aminoacidi R1 ed R2 presenti [4]. La variante più 
comune è la microcistina-LR.  
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Figura 2: Struttura chimica delle microcistine. 
 
Queste tossine sono prodotte da diversi generi di cianobatteri appartenenti sia a 
ceppi che vivono in acqua dolce tra cui Microcystis, Planktothrix, Anabaena, sia 
a ceppi terrestri tra cui Nostoc e Hapalosiphon, anche se sono prodotte 
principalmente a livello acquatico [5]. 
Le microcistine esplicano i loro effetti a livello del tessuto epatico causando 
danni cellulari dovuti ad un processo di inibizione della proteina fosfatasi 
eucariotica di tipo 1 e 2A. Si ha infatti la formazione di un legame covalente 
irreversibile con la cisteina localizzata a livello del dominio catalitico di questi 
enzimi [5]. Ciò porterà ad un’iperattività chinasica che avrà come conseguenza 
una proliferazione cellulare senza regolazione [6]. Le microcistine vengono 
metabolizzate ottenendo composti meno tossici come glutatione coniugati non 
più in grado di inibire le proteine fosfatasi. I metaboliti formati verranno poi 
eliminati attraverso urine e feci [7]. 
Diversi studi hanno valutato i parametri di tossicità acuta della microcistina-LR  
in topi, individuando un range di valori di LD50 i.p. di 50-150 µg/kg [8]. Tale 
range si riscontra anche in altre varianti strutturali di microcistine come 
microcistine-LA, microcistine-YR e microcistine-YM, anche se numerose 
varianti di microcistine-RR presentano parametri di LD50 notevolmente 
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superiori. È stato valutato che somministrazioni i.p. e i.v. di microcistine nel topo 
hanno come effetti distruzione delle cellule epatiche, perdita di strutture 
sinusoidali, emorragie intraepatiche, shock emodinamico, insufficienza cardiaca 
e morte del topo [5]. 
Anche se casi di tossicità diretta negli uomini risultano essere piuttosto rari, sono 
numerosi i casi di intossicazione umana correlabili a tale tossina. Tra i più 
notevoli c’è il caso dell’ospedale di Caruaru, in Brasile, dove in seguito ad 
esposizione ad acque contaminate utilizzate nel liquido di dialisi, avvenne il 
decesso di 50 pazienti presentanti sintomi di epatotossicità e neurotossicità. 
Analizzando i campioni di sangue dei pazienti deceduti, venne rilevata la 
presenza di microcistine-LR, microcistine-YR e microcistine-AR [9].  
Gli effetti sull’uomo derivanti da esposizione cronica a basse dosi di microcistine 
sono l’induzione della proliferazione cellulare e ipertrofia epatica. 
2.1.2. Nodularine 
Le nodularine hanno una struttura strettamente correlabile a quella delle 
microcistine. Si tratta di pentapeptidi monociclici con struttura generale D-
MeAsp-L-Arg-Adda-D-Glu-Mdhb, dove Mdhb è l’acido 2-(metilammino)-2-
deidrobutirrico. Ad oggi sono note solo poche varianti di nodularine. 
 
Figura 3: Struttura chimica delle nodularine. 
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Queste tossine sono prodotte solamente dalla Nodularia Spumigena, un 
cianobatterio presente nelle acque salmastre. Fioriture di Nodularia possono 
ricoprire superfici molto ampie con dimensioni di circa 100 000 km² e sono state 
collegate alla morte di animali selvatici e domestici nel Mar Baltico, in Australia 
e in Nuova Zelanda. 
Come le microcistine, anche le nodularine sono potenti inibitori di proteine 
fosfatasi eucariotiche di tipo 1 e 2A, ma le nodularine non formano legami 
covalenti con il loro target. Il range di LD50 i.p. nei topi presenta valori di 30-
50µg/kg [5]. 
Un’esposizione cronica a basse dosi di nodularine fa sì che tali tossine agiscano 
da promotori tumorali favorendo la divisione di cellule epatiche. 
2.2. Citotossine 
2.2.1. Cilindrospermopsine 
Le cilindrospermopsine (CYN) sono alcaloidi ciclici guanidino solfatati e le 
varianti strutturali comprendono 7-epi-CYN e 7-deossi-CYN. 
 
Figura 4: Struttura chimica delle cilindrospermopsine. 
 
Queste tossine sono prodotte da diverse specie di cianobatteri tra cui 
Cylindrospermopsis raciborskii, Umezakia natans, Aphanizomenon sp., 
Raphidiopsis curvata, Lyngbya wollei e Anabaena bergii e si ritrovano 
principalmente in acque tropicali e subtropicali in diversi ambienti come laghi, 
fiumi, riserve, dighe e stagni. Tra le specie responsabili della produzione di 
cilindrospermopsine, la  specie Cylindrospermopsis raciborskii è quella che 
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rappresenta il maggiore problema su scala mondiale in quanto risulta essere 
invasiva ed è favorita da fattori come il riscaldamento globale [5]. 
Le cilindrospermopsine possono provocare citotossicità, epatotossicità e 
neurotossicità e agiscono tramite inibizione della sintesi proteica glutatione 
coniugata. La loro tossicità acuta sembra essere mediata da metaboliti generati 
dal citocromo P450 [2] ed è ritardata e progressiva. La morte si verifica infatti da 
24 a 120 ore dalla somministrazione. Il valore di LD50 i.p. nei topi è di 
2100µg/kg dopo 24 ore e di 200µg/kg dopo 5-6 giorni [8]. 
Uno dei più noti casi di avvelenamento da cilindrospermopsine fu la cosiddetta 
Malattia Misteriosa di Palm Island (1979) dove il consumo di acqua potabile da 
una sorgente, Solomon Dam, portò comunità di Aborigeni di isole tropicali in 
Queensland, Australia, a contrarre un’enterite epatica [5]. 
La tossicità cronica legata all’esposizione di basse dosi di cilindrospermopsine si 
manifesta tramite malessere generale, anoressia ed insufficienza epatica che porta 
a morte. 
2.3. Neurotossine 
2.3.1. Anatossine 
Le anatossine comprendono diversi tipi di tossine tra cui l’anatossina-a, 
l’omoanatossina-a e l’anatossina-a (s). L’anatossina-a (ATX) è un alcaloide 
amminico biciclico e, in particolare, è un’ammina secondaria 2-acetil-9-
azabiciclo-(4-2-1)-non-2-ene. L’omoanatossina-a invece è un analogo 
dell’anatossina-a che in posizione 2 presenta invece del gruppo acetilico un 
gruppo propionilico.  
 
Figura 5: Struttura chimica dell'anatossina-a. 
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L’anatossina-a viene prodotta da alcuni ceppi di Anabaena (in particolare da 
Anabaena flos-aquae) e da altri generi di cianobatteri tra cui Aphanizomenon, 
Microcystis, Oscillatoria (Planktothrix), Cylindrospermum, mentre 
l’omoanatossina-a deriva da Planktothrix formosa e O. formosum (Phormidium 
formosum). 
Dal punto di vista del meccanismo d’azione, l’anatossina-a agisce come agonista 
nicotinico [2]. Si va a legare ai recettori nicotinici dell’acetilcolina a livello del 
SNC, a livello gangliare e a livello delle giunzioni neuromuscolari scheletriche 
provocando una depolarizzazione da cui ne deriva un blocco della trasmissione 
dello stimolo nervoso. Una conseguenza di questo meccanismo sarà blocco 
respiratorio e morte entro qualche minuto. 
Nel caso dell’anatossina-a il valore di LD50 i.p. nei topi è di 375µg/kg [8], anche 
se una somministrazione orale di dosi maggiori di 510µg/kg nei ratti non ha dato 
segni di tossicità. L’omoanatossina-a presenta invece un valore leggermente più 
basso di LD50 i.p. nei topi che si aggira attorno a 250µg/kg [8]. Informazioni 
relative alla tossicità nell’uomo in tal caso risultano essere carenti. 
L’anatossina-a (s) (ATS) è un estere fosforico della N-idrossi-guanidina e 
presenta quindi, nonostante la somiglianza del nome,  una struttura chimica 
diversa dalle altre tossine dello stesso gruppo.  
 
Figura 6: Struttura chimica dell'anatossina-a (s). 
 
Tale tossina è prodotta da Anabaena sp. (A. flos-aquae e A. lemmermannii). 
L’anatossina-a (s) agisce come inibitore irreversibile dell’acetilcolinesterasi [2] e 
presenta un’attività simile a quella di molti organofosfati. Tra i segni di 
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avvelenamento si ha la salivazione che spiega la s nel nome della tossina. In tal 
caso valori di LD50 i.p. in topi e ratti sono rispettivamente di 31 e 20µg/kg [5]. 
Un’esposizione cronica a tale tossine ha come principale effetto lo sviluppo di 
aritmie cardiache che portano a morte. 
2.3.2. Saxitossine  
Le saxitossine (STX) sono alcaloidi carbammati. Si tratta di tetraidropurine con 
due gruppi guanidinici [5] e sono le principali tossine responsabili della 
Sindrome Paralitica da molluschi bivalvi (PSP).  
 
 
Figura 7: Struttura chimica delle saxitossine. 
 
Queste tossine vengono prodotte da diverse specie di cianobatteri come ad 
esempio  A. circinales, Aphanizomenon sp., A. grazile, C. raciborskii, L. wollei, 
ma possono anche essere prodotte da dinoflagellati eucariotici come 
Alexandrium, Gymnodinium e Pyrodinium. Questo rappresenta quindi un 
esempio di tossine prodotte da organismi appartenenti a due regni diversi. 
Le saxitossine agiscono tramite la formazione di un legame reversibile con i 
canali al Na+ voltaggio dipendenti. In questo modo si avrà un blocco della 
trasmissione dell’impulso nervoso nei nervi periferici e nei muscoli scheletrici 
che provocherà paralisi respiratoria e morte [5]. Il valore di LD50 i.p. nei topi è di 
10µg/kg [8]. Non sono stati riportati casi di intossicazione umana dovuti a 
saxitossine presenti nelle acque dolci, ma sono noti casi di avvelenamento 
alimentare dovuti a saxitossine di origine marina. 
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2.3.3. β-N-metilammino-L-Alanina 
La β-N-metilammino-L-Alanina (BMAA) è un aminoacido non proteico 
rilasciato da tutti i gruppi conosciuti di cianobatteri. 
 
 
                                       
 
Tale tossina è responsabile di neurotossicità e sembra sia molto probabile un suo 
coinvolgimento in malattie neurodegenerative come la SLA (Sclerosi Laterale 
Amiotropica) e la Demenza di Guam [5]. Essa agisce infatti provocando danni a 
livello dei motoneuroni e causando una loro successiva perdita. La BMAA è stata 
originariamente scoperta nei semi di Cycas micronesia (Cicadee) utilizzati nella 
dieta della popolazione indigena Chamorro di Guam, nell’Oceano Pacifico 
Occidentale. In un primo momento la correlazione tra assunzione di BMAA 
tramite semi delle Cicadee e lo sviluppo di tali malattie neurodegenerative era 
stata messa in dubbio da Duncan et al. (1990) [10], poiché si riteneva che per 
ottenere una tossicità rilevabile sarebbe stata necessaria l’assunzione di notevoli 
quantità di tossina. Questa ipotesi fu poi rivalutata quando si vide che la BMAA 
è biomagnificata all’interno dell’ecosistema di Guam e in particolare si trova nei 
tessuti cerebrali dei Chamorro che sono morti di SLA o di Demenza di Guam, ma 
non nei tessuti cerebrali dei Chamorro deceduti per cause non correlate a tali 
malattie neurodegenerative [11]. 
2.4. Dermatotossine 
2.4.1. Lingbiatossine  
Le lingbiatossine (LTX) sono costituite da un anello indolattamico e sono 
prodotte da Lyngbya majuscola, cianobatteri presenti nelle acque costiere in climi 
Figura 8: Struttura chimica della BMAA. 
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tropicali e subtropicali. Le LTX sono responsabili del “prurito dei nuotatori”, una 
forma di dermatite da contatto altamente pruriginosa che porta allo sviluppo di 
vesciche. Questa forma di dermatite è frequentemente riportata dai  surfisti delle 
Hawaii [5]. 
 
Figura 9: Struttura chimica della lingbiatossina-A. 
 
Dal punto di vista del meccanismo d’azione, tali tossine formano legami 
competitivi con proteine chinasi C (PKC) e rappresentano dei promotori di 
tumori cutanei [2]. Il valore di LD50 i.p. nei topi è 250µg/kg [5]. 
2.4.2. Aplisiatossine 
Le aplisiatossine (APX) sono bilattoni fenolici e sono prodotte da specie isolate 
di Lyngbya majuscola, da lepri di mare Stylocheilus longicauda  e dalla 
commestibile alga rossa Gracularia coronopifolia. 
Come le LTX, anche le APX provocano dermatiti da contatto e attivano le 
proteine chinasi provocando lo sviluppo di tumori. Esse presentano inoltre un 
elevato potere infiammatorio. Il  valore di LD50 i.p. nei topi, in tal caso, è di 
circa 107µg/kg [5].  
 
Figura 10: Struttura chimica delle aplisiatossine. 
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3. Esposizione umana alle cianotossine 
L’uomo può essere esposto alle cianotossine tramite diverse vie: orale, 
polmonare e cutanea. Un’eventuale esposizione orale può derivare dall’uso di 
acqua potabile, dall’ingestione accidentale di acque di balneazione  contenenti 
cianobatteri o dall’ingestione di cibo contaminato da cianotossine (ad esempio 
prodotti ittici, supplementi alimentari). L’esposizione polmonare e cutanea può 
essere invece dovuta all’inalazione di aerosol o al contatto dermico con acqua 
contenente tossine durante attività ricreazionali (ad esempio nuoto, canottaggio) 
[12].  
Un’ulteriore via di esposizione è rappresentata dall’emodialisi, se per il 
trattamento viene utilizzata acqua superficiale non trattata o sottotrattata 
contenente cianotossine. Sebbene sia rara, questa via d’esposizione può avere 
effetti devastanti sulla salute dell’uomo in quanto le tossine entrano direttamente 
nel torrente circolatorio. Una delle più gravi epidemie da contaminazione da 
CHABs si verificò in Brasile nel 1996, quando in seguito a trattamenti di 
emodialisi con acque contenenti microcistine morirono 56 su 131 pazienti [13]. 
4. Problemi dell’acqua potabile e rimozione delle tossine 
Una problematica da non sottovalutare è l’eventuale presenza di tossine CHABs 
nelle acque ad uso potabile a causa dell’instaurarsi di rischi legati ad 
un’esposizione cronica ad esse. Basti pensare alla grave crisi di acqua potabile 
che si verificò nel 2007 in Wuxi, Jiangsu Province, China. Le fioriture algali 
colpirono infatti il lago Tai, utilizzato come unica riserva d’acqua della città, 
colpendo due milioni di persone per almeno una settimana. 
Indipendentemente dalla loro tossicità, la presenza di cianobatteri interferisce 
sulla qualità dell’acqua. Sono stati quindi messi a punto vari processi di 
trattamento dell’acqua al fine di rimuovere cellule intatte di cianobatteri e tossine 
extracellulari. I trattamenti convenzionali di rimozione di cellule di cianobatteri 
comprendono coagulazione, flocculazione, sedimentazione, filtrazione e 
disinfezione. Poiché la rimozione delle cianotossine risulta essere più efficace 
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quando esse sono ancora racchiuse nei cianobatteri, uno dei principali obbiettivi 
nei processi di trattamento delle acque è l’ottimizzazione delle varie fasi [1]. 
5. Impatto delle CHABs 
Il problema delle cianotossine non riguarda solo la salute umana, ma sembra 
anche avere un forte impatto sugli ecosistemi acquatici. Basti pensare alle 
massicce morie di pesci e alla morte di macroinvertebrati acquatici, uccelli 
acquatici e altri predatori che derivano da un’esposizione alle CHABs [1]. Le 
microcistine, ad esempio, sono in grado di accumularsi nei tessuti di vari 
organismi: bivalvi, gamberetti, rane sono infatti risultati tutti positivi a tali 
tossine in seguito all’esposizione alle fioriture di cianobatteri. Studi effettuati 
sugli animali hanno evidenziato che la sensibilità alle microcistine varia al 
variare della specie. Si è visto ad esempio che la trota iridea era in grado di 
sopravvivere a dosi di microcistine che risultavano essere letali nei topi. E’ 
emerso inoltre che non ci sono evidenti relazioni tra la concentrazione di 
microcistine nei pesci e nei campioni d’acqua raccolti negli stessi giorni e negli 
stessi posti [7]. La situazione risulta essere dunque alquanto complicata e 
difficile da studiare.  
Le CHABs, oltre ad essere responsabili di un forte impatto ambientale, hanno 
anche un pesante impatto sull’economia. Non solo infatti provocano ingenti 
perdite economiche legate al turismo, ma sono anche responsabili di elevati costi 
per l’attenuazione delle fioriture delle acque contaminate. Nel 2009 ad esempio 
si è fatta una stima dei costi relativi al restauro del Grand Lake Saint Marys, 
nell’Ohio, che sono ammontati a più di 2,2 miliardi di $ annuali [1]. 
6.  Linee guida e normativa 
La problematica dei cianobatteri richiede che siano definiti limiti entro i quali 
l’esposizione alle cianotossine non sia responsabile di effetti dannosi. Finora la 
normativa al riguardo risulta essere piuttosto carente. Solo negli ultimi anni la 
maggiore attenzione rivolta a questo crescente problema ha fatto sì che alcune 
 18 
 
organizzazioni internazionali, tra cui l’Organizzazione Mondiale della Sanità 
(OMS), cercassero di colmare questa carenza. 
L’OMS ha definito per l’acqua potabile una linea guida provvisoria sicura di 
1µg/L per la microcistina-LR, il composto ritenuto più diffuso e più tossico. Tale 
valore può essere esteso all’intera categoria delle microcistine [8]. 
Questo parametro è stato poi utilizzato come riferimento per definire i valori di 
linea guida riguardanti le acque di balneazione. Poiché è stata dimostrata 
l’esistenza di una corrispondenza positiva tra i contenuti intracellulari di tossina e 
la clorofilla-a, l’OMS ha proposto tre diverse soglie di allerta per valori crescenti 
di clorofilla-a, in quanto dovrebbe aumentare anche la tossicità del popolamento 
algale [2]. Dunque è stato stabilito che, nel caso delle acque di balneazione, 
valori fino a 10µg/L di clorofilla-a corrispondono a un basso rischio di 
esposizione, valori compresi tra 10 e 50µg/L corrispondono ad un rischio 
moderato e infine valori al di sopra di 50 µg/L corrispondono ad un rischio 
elevato [12]. 
I limiti protettivi per l’esposizione a microcistine dovuta al consumo di alimenti 
si basano invece sull’utilizzo del TDI (tolerable daily intake) avente un valore di 
0.04µg/kg/giorno. Questo corrisponderebbe ad un TDI di 2,4µg per un adulto dal 
peso medio di 60kg e ad un TDI di 0,4µg per un bambino dal peso medio di 10kg 
[7]. 
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CAPITOLO 2 
SCOPO 
Il lago di Massaciuccoli è stato negli ultimi anni protagonista dello sviluppo di 
CHABs, prodotte dalla specie cianobatterica Microcystis aeruginosa. Con oltre 
2000 km
2 
di superficie, il lago di Massaciuccoli e le aree palustri circostanti 
formano la zona umida di origine retrodunale più estesa della Toscana. Tale zona 
è delimitata dalla bonifica “Ponente di Viareggio” a Nord, da quella di 
Vecchiano a Sud, dal versante occidentale dei Monti Massarosa e d’oltre Serchio 
ad Est e da una serie di dune che delimitano il territorio verso il mare ad Ovest. 
Scarichi industriali, civili, agricoli ed ex discariche di rifiuti urbani con uscite di 
percolati hanno portato ad un progressivo inquinamento che ha deteriorato 
l’ecosistema locale favorendo lo sviluppo di CHABs. La specie Microcystis 
aeruginosa è responsabile del rilascio di diverse microcistine, con prevalenza di 
microcistine-LR.  La crescente produzione di tali tossine ha fatto sì che l’Asl 
pubblicasse un avviso per mettere in guardia tutti i frequentatori del lago, 
descrivendo norme comportamentali al fine di garantire una tutela per la loro 
salute. L’eventuale contatto con l’acqua del lago potrebbe provocare infatti 
irritazioni cutanee estese, irritazioni delle vie respiratorie accompagnate da 
bruciore o possibili difficoltà respiratorie e diarrea da ingestione. Di conseguenza 
sono state emesse ordinanze dei comuni limitrofi che hanno posto il divieto di 
balneazione e pesca nel bacino idrico, compresi i canali satelliti.  
Il presente studio ha come scopo il monitoraggio di diverse aree della Toscana 
del Nord effettuato per mezzo di una valutazione della presenza di microcistine 
eventualmente riscontrabili nei campioni di acqua stagnante prelevati. 
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CAPITOLO 3 
MATERIALI E METODI 
7. Metodi immunoenzimatici 
Attualmente sono disponibili sul mercato diversi kit ELISA in grado di valutare 
la presenza di microcistine (MC). Essi si possono classificare in: 
 Test per competizione diretta (che utilizzano generalmente anticorpi 
policlonali); 
 Test per competizione indiretta (che utilizzano invece anticorpi 
monoclonali). 
I due metodi forniscono risultati molto simili anche se il test per competizione 
indiretta presenta generalmente sensibilità più elevate. 
7.1. Test per competizione diretta 
Nei test per competizione diretta, si avrà una competizione tra le MC presenti nel 
campione da analizzare e il complesso MC-perossidasi per i siti di legame 
dell’anticorpo immobilizzato sul supporto. In una prima fase avremo una piastra 
pre-coated con anticorpi policlonali anti-MC e verranno aggiunti dapprima il 
controllo negativo (soluzione non contenente MC), le soluzioni standard a 
diverse concentrazioni di MC e il campione incognito da analizzare, poi il 
complesso MC-perossidasi. Dopo un periodo di incubazione in cui si verificherà 
la competizione per il legame all’anticorpo anti-MC presente sulla piastra, si 
effettueranno dei lavaggi per eliminare il materiale in eccesso. Solo a questo 
punto si procederà con l’aggiunta di un opportuno substrato per lo sviluppo della 
colorazione dovuta ad una reazione della perossidasi. La colorazione avrà 
un’intensità che risulterà inversamente proporzionale alla quantità di microcistine 
presenti nel campione. Infatti maggiore sarà la concentrazione di microcistine 
presenti nel campione, maggiore sarà la competizione con il complesso MC-
perossidasi, che a sua volta avrà a disposizione una minore quantità di anticorpo 
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anti-MC con cui legarsi. Perciò al controllo negativo corrisponderà il 100% di 
assorbanza.  
 
Aggiunta Ag e Ag marcato 
 
Competizione con l’Ab 
 
Lavaggio e aggiunta del substrato  
 
 
Figura 11: kit ELISA per competizione diretta. 
 
7.2.  Test per competizione indiretta 
Nei test per competizione indiretta, si avrà una competizione tra il complesso 
proteico delle MC (antigene) immobilizzato sul supporto solido e le MC presenti 
nel campione da analizzare per il legame all’anticorpo primario anti-MC. In una 
prima fase il complesso delle MC immobilizzato compete con il controllo 
negativo (soluzione non contenente MC), con le soluzioni standard a diverse 
concentrazioni di MC e con il campione incognito da analizzare per legarsi ad 
anticorpi primari anti-MC che vengono aggiunti in soluzione in una fase 
successiva. Dopo lavaggi effettuati per eliminare il materiale in eccesso, si 
 22 
 
aggiungerà un anticorpo secondario enzima-coniugato che riconoscerà solo il 
complesso antigene-anticorpo primario. Dopo aver eseguito ulteriori lavaggi, si 
proseguirà aggiungendo un substrato specifico in grado di dare una colorazione 
la cui intensità risulterà inversamente proporzionale alla quantità di microcistine 
presenti nel campione. Infatti maggiore sarà la concentrazione di microcistine nel 
campione, maggiore sarà la competizione con l’antigene legato alla piastra, che a 
sua volta avrà a disposizione una minore quantità di anticorpo primario con cui 
legarsi. Perciò anche in tal caso il controllo negativo corrisponderà al 100% di 
assorbanza. 
 
 
 
    Aggiunta Ag e Ab                Competizione con l’Ab                          Lavaggi      
 
 
 
 Aggiunta Ab marcato                          Lavaggi                         Aggiunta del substrato 
 
 
Figura 12: kit ELISA per competizione indiretta. 
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8. Enzo Life Sciences Microcystins-ADDA ELISA 
Il kit ELISA utilizzato per il presente studio è l’Enzo Life Sciences Microcystins-
ADDA ELISA. Si tratta di un test ELISA competitivo indiretto in grado di 
rilevare la presenza di microcistine e nodularine congenere-indipendenti in 
campioni d’acqua. Le tossine presenti nel campione da analizzare e le proteine 
analoghe alle microcistine immobilizzate sulla piastra competono per il legame 
con l’anticorpo primario anti-microcistina/nodularina che a sua volta, in una fase 
successiva, sarà legato dall’anticorpo secondario coniugato con l’enzima HRP. In 
seguito all’aggiunta della tetrametilbenzidina (TMB) (substrato), l’enzima 
perossidasi legato all’anticorpo secondario sarà quindi in grado di effettuare una 
reazione di ossidazione della TMB e si otterrà un composto cromogenico (Figura 
13).  
 
 
Figura 13: Reazione catalizzata dalle perossidasi. 
 
Si avrà quindi lo sviluppo di una colorazione, la cui intensità sarà inversamente 
proporzionale alla concentrazione di microcistine del campione. L’aggiunta di 
una soluzione di stop permetterà l’arresto della reazione e la colorazione potrà 
essere analizzata per mezzo di un lettore ELISA. Si procederà quindi con la 
costruzione della retta di taratura che consentirà di estrapolare dati relativi al 
campione incognito (Figura 14). 
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Figura 14: Curva standard per il calcolo della concentrazione di un campione incognito. 
 
8.1. Raccolta e trattamento dei campioni 
I campioni raccolti devono essere racchiusi in contenitori di vetro ed analizzati 
entro 24 ore. Se l’analisi non viene eseguita nell’arco delle 24 ore, i campioni 
devono essere conservati in frigo (per periodi di stoccaggio inferiori a 5 giorni) o 
devono essere congelati (per periodi di stoccaggio superiori a 5 giorni). 
8.2. Materiali 
Il materiale fornito dal kit comprende: 
 Piastra (12x8 strips) pre-coated con un complesso proteico analogo delle 
microcistine; 
 6 Standards contenenti piccole quantità di microcistine con concentrazioni 
di 0.0, 0.15, 0.40, 1.0, 2.0, 5.0 ppb 
 1 Controllo di 0.75±0.185ppb; 
 Diluente del campione (da utilizzare solo nel caso in cui il campione 
d’acqua abbia un contenuto di microcistine che fuoriesce dalla curva); 
 Soluzione di Anticorpi; 
 Soluzione di Anti-Sheep-HRP coniugato; 
 Soluzione wash buffer (5X); 
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 Soluzione di substrato (TMB); 
 Soluzione di stop. 
Altro materiale necessario: 
 Micropipette con puntali in plastica (20-200µl); 
 Pipette multicanale (50-300µl) o pipette stepper con puntali in plastica 
(50-300µl); 
 Acqua deionizzata o distillata; 
 Tovaglioli di carta o materiale assorbente; 
 Timer; 
 Parafilm; 
 Lettore per piastre (lunghezza d’onda di 450nm). 
8.3. Preparazione del test 
Prima di procedere all’esecuzione del test è necessario far sì che sia i campioni 
sia i reagenti raggiungano la temperatura ambiente.  
Per i campioni d’acqua da analizzare non sono richiesti trattamenti aggiuntivi, 
salvo nel caso in cui la concentrazione di microcistine risulti essere troppo 
elevata e fuoriesca dalla retta di taratura. In tal caso infatti per effettuare una 
valutazione più accurata sarebbe necessario eseguire una diluizione del campione 
con il diluente fornito dal kit prima di procedere al test. 
Gli standards, il controllo, il diluente del campione, la soluzione di Anticorpi, la 
soluzione di Anti-Sheep-HRP coniugato, la soluzione di substrato e la soluzione 
di stop non richiedono ulteriori diluizioni e sono pronte all’uso. 
La soluzione wash buffer per l’esecuzione dei lavaggi invece deve essere diluita 
con un rapporto di 1:5 utilizzando acqua deionizzata o distillata. 
Durante l’esecuzione del test occorre maneggiare con cura le soluzioni standards 
(contenenti piccole quantità di microcistine), la soluzione di substrato 
(contenente TMB) e la soluzione di stop (contenente acido solforico diluito). 
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8.4. Esecuzione del test 
La procedura utilizzata per l’esecuzione del saggio si articola come di seguito. 
1. Nei pozzetti delle strips si aggiungono 50µl delle soluzioni standards, del 
controllo e del campione d’acqua seguendo uno schema di lavoro 
precedentemente stabilito. È preferibile eseguire l’analisi in doppio o in 
triplo al fine di ottenere risultati più precisi. 
2. Si procede con l’aggiunta di 50µl di soluzione di anticorpo primario in 
tutti i singoli pozzetti che saranno poi coperti con parafilm. Si eseguono 
movimenti circolari sul piano per 30 secondi al fine di mescolare il 
contenuto e si procede con un’incubazione di 90 minuti a temperatura 
ambiente. 
3. Dopo aver rimosso il parafilm e buttato via il contenuto della piastra, si 
effettua il lavaggio dei pozzetti utilizzando 250µl di soluzione wash buffer 
1X per ciascun pozzetto. Tale soluzione deve essere poi rimossa 
capovolgendo la piastra su una pila di tovaglioli di carta. Questa 
operazione deve essere ripetuta per tre volte. 
4. Si aggiungono 100µl di soluzione di Anti-Sheep HRP coniugato in 
ciascun pozzetto e si ricopre il tutto con parafilm. Si eseguono movimenti 
circolari sul piano per 30 secondi sempre per garantire un mescolamento 
del contenuto e si procede con un’incubazione di 30 minuti a temperatura 
ambiente. 
5. Si ripete la procedura come al punto 3.  
6. Si procede con l’aggiunta di 100µl di soluzione di substrato nei singoli 
pozzetti. Dopo aver applicato una copertura utilizzando il parafilm e aver 
mescolato il contenuto della piastra con movimenti circolari sul piano, si 
effettua un’incubazione di 20-30 minuti al riparo dalla luce. 
7. Terminato il tempo di incubazione, si aggiungono 50µl di stop solution in 
ciascun pozzetto e si effettua la lettura dell’assorbanza a 450nm 
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utilizzando un lettore di piastre (Wallac). La lettura deve essere effettuata 
entro 15 minuti dall’aggiunta della soluzione di stop. 
8.5. Calcolo dei risultati 
Per il calcolo dei risultati si procede tramite la costruzione di una retta di taratura 
che risulta essere necessaria per l’estrapolazione di dati relativi al nostro 
campione incognito. Nel grafico utilizzato per la costruzione della retta si 
pongono sull’asse delle ordinate i valori di %B/B0 e sull’asse delle ascisse i 
valori crescenti di concentrazione di microcistine (in scala logaritmica) degli 
standards utilizzati. In particolare per ottenere %B/B0 si procede dapprima 
calcolando la media dei valori di assorbanza per ciascuno dei sei standards. 
Successivamente si calcola il rapporto tra ciascuno dei valori così ottenuti e la 
media del valore di assorbanza dello standard 0.  
Una volta costruito il grafico, la concentrazione di microcistine nel campione 
incognito si può quindi ricavare dall’interpolazione del valore riferito alla sua 
assorbanza con la retta di taratura.  
8.6. Possibili interferenze con il test 
Attraverso una valutazione effettuata su numerosi composti organici e inorganici 
riscontrabili in campioni d’acqua si è visto che essi non interferiscono con il test. 
Tuttavia, a causa dell’elevata variabilità di tali composti, non si possono del tutto 
escludere possibili interferenze causate da effetti di matrice. 
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CAPITOLO 4 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
Negli ultimi anni, nella zona del lago di Massaciuccoli, molta attenzione è stata 
rivolta al fenomeno delle alghe tossiche. Queste specie sono imputate di 
provocare danni da contatto alle vie cutanee e respiratorie e, se ingerite, anche 
gravi problemi gastrointestinali. Tali fioriture algali, chiamate anche CHABs, 
sono prodotte dalla specie cianobatterica Microcystis aeruginosa. Tale specie è 
capace di rilasciare diverse tossine, le quali sono responsabili degli effetti tossici 
che derivano da un contatto prolungato con le alghe. Gli esperti concordano che 
l’incidenza delle fioriture algali sta aumentando in molti Paesi e che, con climi 
più caldi e un continuo apporto di nutrienti provenienti dalle attività umane, è 
possibile che il numero e la severità delle alghe tossiche continuino ad 
aumentare. Vista la crescente preoccupazione riguardo questo problema e il 
grande impatto sull’opinione pubblica, questo lavoro di tesi si è posto lo scopo di 
effettuare un monitoraggio delle acque di diverse aree della Toscana del Nord 
attraverso una valutazione della presenza di microcistine. Sono stati selezionati 
corsi d’acqua stagnante che presentassero formazioni di alghe sulla superficie 
dell’acqua e, dal momento che tra le cause scatenanti di questa crescente 
produzione di alghe tossiche vi sono principalmente gli scarichi industriali e 
agricoli che provocano la cosiddetta “eutrofizzazione” delle acque, i campioni 
sono stati raccolti in acque vicine a zone agricole e stabilimenti industriali. Sono 
stati fatti prelievi lungo la costa che va da Massa a Camaiore (Figura 15) e nella 
zona del lago di Massaciuccoli e Pisa (Figura 16).  
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Figura 15: Carta dei bacini idrografici da Massa a Camaiore. 
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Figura 16: Carta dei bacini idrografici da Camaiore a Pisa, comprendente la zona del lago 
di Massaciuccoli. 
 
Lago di Massaciuccoli 
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In ogni zona abbiamo selezionato dei siti di interesse per il campionamento delle 
acque, in particolare luoghi vicini ad attività umane che potrebbero rilasciare 
sostanze nelle acque, come zone industriali, campi coltivati, ospedali (Tabella 2). 
 
Pisa Via Traversagna sito 1 
Via Traversagna sito 2 (zona industriale) 
Via Traversagna sito 3 
Via Bonifica sito 1 
Via Bonifica sito 2 
Via Bonifica sito 3 
Viareggio Cittadella  
Paduletto 
Lido di Camaiore Località Secco 
Forte dei Marmi Via Vico 
Montignoso Fosso Lago Porta 
Lago Porta 
Località Renella 
Cinquale Mercato ittico 
Ronchi Via S. Domenichino 
Fescione 
Magliano 
Viale Repubblica 
Via dei Loghi 
Marina di Massa 
Località Bandano 
Via Mattei 
Via Zara 
Via Gorizia 
 
Tabella 2: Località e siti di raccolta. 
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Da un punto di vista geografico, le zone di raccolta dei campioni si trovavano in 
prossimità di campi coltivati e aree industriali, come si può osservare dalle foto 
satellitari (Figura 17– Figura 29).  
 
 
Figura 17: Pisa, via Traversagna (Google Earth). 
 
 
 
Figura 18: Pisa, via Bonifica (Google Earth). 
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Figura 19: Viareggio, Cittadella (Google Earth). 
 
 
 
Figura 20: Viareggio, via del Paduletto (Google Earth). 
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Figura 21: Lido di Camaiore, località Secco (Google Earth). 
 
 
 
 
Figura 22: Forte dei Marmi, via Vico. 
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Figura 23: Montignoso, lago di Porta (Google Earth). 
 
 
 
 
 
Figura 24: Montignoso, località Renella (Google Earth). 
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Figura 25: Cinquale, Mercato ittico (Google Earth). 
 
 
 
 
 
Figura 26: Ronchi, via Fescione. 
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Figura 27: Ronchi, viale Repubblica (Google Earth). 
 
 
 
 
Figura 28: Marina di Massa, località Bandano, zona Ospedale (Google Earth) 
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Figura 29: Marina di Massa, località Bandano, via Zara (Google Earth). 
 
I corsi d’acqua si presentavano stagnanti e ricchi di erbe e alghe (di seguito 
alcune foto delle zone di raccolta).  
 
 
Figura 30: Via Traversagna sito 2, Pisa. 
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Figura 31: Fosso Lago di Porta, Montignoso. 
 
 
 
Figura 32: Lago di Porta, Montignoso. 
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Figura 33: Località Renella, Montignoso. 
 
 
 
Figura 34: Mercato Ittico, Cinquale. 
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Figura 35: Via Mattei, Marina di Massa. 
 
 
 
 
 
 
Figura 36: Via Zara, Marina di Massa. 
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I risultati del test ELISA hanno rilevato una presenza di microcistine in tutti i 
campioni di acqua prelevati. I campioni prelevati nella zona industriale di Pisa 
hanno riportato le concentrazioni più elevate, mentre le zone del lago di Porta 
(Montignoso), Fescione e Magliano (Ronchi) presentavano le concentrazioni più 
basse (Tabella 3). Fortunatamente i dati ottenuti si mantengono al di sotto del 
valore soglia provvisorio definito dall’OMS per l’acqua potabile (1µg/L per la 
microcistina-LR, il composto ritenuto più diffuso e più tossico, valore che può 
essere esteso all’intera categoria delle microcistine). 
 
Zona Sito di raccolta Concentrazione di 
Microcistine (ug/L) 
Pisa Via Traversagna sito 1 0,2936 
Via Traversagna sito 2 (zona 
industriale) 
0,3012 
Via Traversagna sito 3 0,1019 
Via Bonifica sito 1 0,2243 
Via Bonifica sito 2 0,4070 
Via Bonifica sito 3 0,3419 
Viareggio Cittadella  0,1097 
Paduletto 0,1795 
Lido di Camaiore Località Secco 0,1292 
Forte dei Marmi Via Vico 0,1426 
Montignoso Fosso Lago Porta 0,0796 
Lago Porta 0,1000 
Località Renella 0,1062 
Cinquale Mercato ittico 0,1120 
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Ronchi Via S. Domenichino 0,1035 
Fescione 0,0947 
Magliano 0,0860 
Viale Repubblica 0,1164 
Via dei Loghi 0,1175 
Marina di Massa 
Località Bandano 
Via Mattei 0,1209 
Via Zara 0,1171 
Via Gorizia 0,1524 
 
Tabella 3: Concentrazione di microcistine nelle acque di raccolta. 
 
Per alcuni siti, è stato possibile inoltre effettuare più campionamenti nel tempo 
per valutare l’andamento della concentrazione di tossine in relazione 
all’aumentare della temperatura (Tabella 4). Studi recenti affermano infatti che le 
fioriture algali di cianobatteri sono favorite da climi più caldi e una maggiore 
esposizione solare. 
 
Zona Sito di raccolta Raccolte nel tempo 
Pisa 
Via Traversagna sito 
2  
(zona industriale) 
Primo 
prelievo 
Secondo 
prelievo 
 
Montignoso 
Fosso Lago Porta 
Primo 
prelievo 
Secondo 
prelievo 
 
Località Renella 
Primo 
prelievo 
Secondo 
prelievo 
 
Ronchi Via S. Domenichino 
Primo 
prelievo 
Secondo 
prelievo 
Terzo 
prelievo 
 
 
Tabella 4: Campionamenti delle acque nel tempo. 
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I dati ottenuti mostrano un generale aumento delle concentrazioni di microcistine 
con il passare del tempo e quindi con l’aumentare delle temperature, tranne per il 
campione prelevato a Pisa la cui concentrazione risulta leggermente inferiore a 
quella del primo prelievo. Questo aumento delle concentrazioni potrebbe 
derivare da una maggiore evaporazione delle acque superficiali che si hanno con 
l’aumento della temperatura, ma i dati confermano anche la teoria ormai assodata 
che le fioriture algali di cianobatteri sono favorite in particolare da temperature 
superiori ai 20°C e dalla luce solare. 
Il monitoraggio da noi effettuato mostra che le acque delle nostre zone non 
presentano concentrazioni di microcistine tossiche, anzi sono molto al di sotto 
del valore soglia. La presenza di microcistine in zone agricole e industriali e 
l’aumento della loro concentrazione a temperature più elevate deve però porre un 
problema di salute pubblica, data la ricchezza delle nostre zone di queste attività 
e il progressivo cambiamento climatico che causa un aumento delle temperature. 
La consapevolezza del problema è fondamentale per cercare di ridurre 
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Figura 37: Concentrazioni di microcistine nel tempo. 
valore soglia 1 ug/L (OMS) 
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l’esposizione dell’uomo alle alghe cianobatteriche e nel limitare la quantità di 
nutrienti rilasciati nelle acque in seguito alle attività umane. Nonostante 
comprendere e monitorare tali fioriture algali sia complesso, è determinante 
procedere in tal senso visto il grande impatto sulla salute pubblica e 
sull’economia. 
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